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(北京 农学 院 植 物 科学 技术 学 院 , 农业 应 用 新 拉 术 北京 市 重点 实验 室 , AL GE 102206) 


摘要 : 为 明确 斑 缆 素 对 昆虫 细胞 膜 的 作用 及 其 机 理 , 本 研究 利用 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 的 卵巢 细胞 系 
SO 细胞 作为 实验 材料 ,采用 透射 电子 显 微 技 术 (transmission electron microscope , TEM) 、 激 光 共 聚焦 显微镜 (laser 
scanning confocal microscope, LSCM) A KIERRE FDA/PI 及 DiBAC4 (3) RAR AE BES ( cantharidin, CTD) 对 Sf9 
细胞 膜 完 整 性 及 膜 电 位 (membrane potential, MP) 的 影响 。 结 果 表 明 : 32 pmol/L CTD 处 理 6h 和 12 h 后 , 电镜 观 
察 均 未 发 现 细 胞 膜 结构 破损 ; FDA/PI 染色 后 , 32 mol/L CTD 处 理 0.5 h 后 细胞 FDA 菊 光 强度 比 对 照 显 著 降 低 
(P<0.05), BULTITE( propidium iodide, PI) 染色 的 细胞 比例 与 对 照 无 显著 性 差异 (P>=0.05)。32 pmol/L CTD 处 
理 140 s 后 即 引 起 MP 发 生 显著 性 去 极 化 ( 忆 <0.05); 64 mol/L CTD 处 理 瞬 时 MP 发 生 显著 性 去 极 化 (P<0.05); 
32 pmol/L CTD 处 理 3 h 内 及 64 pmol/L CTD 处 理 2 h 内 MP 仍 保持 显著 性 去 极 化 (已 <0.05) , 之 后 去 极 化 程度 降 
低 ; 32 pmol/L CTD 处 理 6h 及 64 pmol/L CTD 处 理 3 h 时 MP 去 极 化 与 对 照 组 相 比 已 无 显著 性 差异 (P=0. 05 ) 。 
结果 说 明 , CTD 处 理 短 时 间 内 可 引起 S89 细胞 膜 电位 去 极 化 并 维持 一 段 时 间 , 同时 导致 细胞 活性 发 生 不 可 逆 下 
降 , 但 未 对 细胞 膜 结构 完整 性 产生 破坏 。 
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Effect of cantharidin on cell membrane integrity and potential in 


Spodoptera frugiperda Sf9 cells 
WANG Li, ZHANG Lai-Xi, ZHANG Zhi-Yong*, YANG Bao-Dong, WANG Jin-Zhong, ZHANG Ai- 
Huan, ZHANG Min-Zhao ( Beijing Key Laboratory of New Technology in Agricultural Application, 
College of Plant Science and Technology, Beijing University of Agriculture, Beijing 102206, China) 
Abstract: To investigate the effect of cantharidin (CTD) on insect cell membrane and its mechanism, 
the cell membrane integrity and potential in Spodoptera frugiperda Sf9 cells treated with CTD were tested 
by transmission electron microscope ( TEM) and laser scanning confocal microscope (LSCM) combined 
with fluorescent dyes FDA/PI and DiBAC4(3). The results showed that after the Sf9 cells were treated 
with 32 pmol/L CTD, their membrane structure was not disrupted at 6 h and 12 h after treatment, 
respectively. The FDA fluorescence intensities of the treated cells evidently declined compared with the 
control (P «0.05) while the proportion of the PI-staining cells was not significantly different from that of 
the control ( Pz 0.05) at 0.5 h after treatment under TEM observations. The membrane potential (MP) 
in Sf9 cells was depolarized significantly both at 140 s after treatment with 32 pmol/L CTD and in the 
instantaneous treatment with 64 wmol/L CTD (P «0.05). The MP in Sf9 cells depolarized obviously 
within 3 h after treatment with 32 jumol/L CTD or 2 h with 64 pmol/L CTD (P «0.05) , and then the 
degree of deplorization declined. At 6 h after treatment with 32 pmol/L CTD or at 3 h with 64 pmol/L 
CTD, MP deplorization in treated cells was not significantly different from that in the control (P>0.05). 
The results suggest that CTD causes the depolarization of cell membrane potential in Sf9 cells, which will 
maintain for a period of time, and induces an irreversible decline in cell activity, but not destroys the 
integrity of the cell membrane structure. 
Key words: Spodoptera frugiperda; cantharidin; Sf9 cells; membrane integrity; membrane potential; 
depolarization 
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PEZ ( cantharidin, CTD, C,,H,,0,) 是 一 种 倍 
FERNE, 广泛 存在 于 鞘翅 目 ( Coleoptera) 76 T$ 
科 ( Meloidae) 375 5 J& Mylabris 的 昆虫 体内 的 天 然 
产物 (McCormick et al., 1987; Moed et al., 2001; 
Nikbakhtzadeh et al., 2007), 其 分 子 量 196.2。 已 经 
被 证 实 具 有 杀 虫 (Carrel and Eisner, 1974; Frenzel et 
al., 1992; Carrel et al., 1993; 张志勇 等 ,1998 ; Æ 
晓 飞 等 , 2008; Klin, 2010), ME RES 
VE (Matsuzawa et al., 1987; 曹 微 丹 等 , 2008). BER 
AMES Plutella xylostella Jc, 解剖 试验 发 现 
其 幼虫 中 肠 组 织 发 生 明 显 的 病变 , 杯 状 细胞 微 绒毛 
AIA. BTS, 细胞膜 性 结构 坏死 ,线粒体 等 细胞 需 
结构 变性 ， 部 分 细胞 消融 ; TR, NG n) Leucania 
separata 也 出 现 类 似 的 结果 (Carrel and Eisner, 
1974; Skin, 2000). DEA MA ERE, 试 
HE ACE Ae BZ TZ, BR AU AAA E 
模糊 ,出 现 空 泡 , 表现 出 与 胃 毒 中 毒 中 肠 细胞 类 似 
的 超 微 结构 破坏 ( 陈 利平 等 , 2011) 。 

sy 2H fd Ae EH A El E Be He A AER Spodoptera 
frugiperda B] 5& «Py Es T 32 vr. B] S (RSG RELE IPLB- 
Sf21 细胞 系 的 克隆 株 , 形 态 规则 圆 形 且 半 贴 壁 ， 是 
深入 研究 活性 物质 作用 机 制 的 理想 实验 材料 。 国 内 
外 许多 学 者 以 S89 细胞 为 实验 试 材 研 究 活 性 物质 的 
作用 及 机 制 ( Cohen et al., 1996; Rahioui et al., 
2007; 机 建文 等 ，2009) 。 本 谍 题 组 前 期 以 鳞 翅 目 
昆虫 SS 细胞 为 实验 材料 进行 研究 发 现 , EEE ZR Ah 
理 昆虫 细胞 3 h 后 , 出 现 受 试 细胞 固 缩 、 胞 膜 突出 、 
质 膜 膜 泡 化 、DNA 片段 化 、 凋 亡 小 体 产 生 等 细胞 凋 
亡 的 显著 特征 , 证 明 凋 亡 是 供 试 细胞 死亡 的 主要 形 
式 之 一 ( 陈 利平 等 , 2008; EA E SE, 2011), 采用 
CCK-8 毒性 检测 法 证 明 低 剂 量 (32 pmol/L) KER 2& 
处 理 12 h 即 可 产生 较 强 的 毒性 作用 , 细胞 抑制 率 达 
50% 左右 ( 周 瞪 颖 等 , 2012) 。 

细胞 膜 是 整个 细胞 保持 正常 生理 条 件 的 基础 ， 
膜 完 整 性 是 细胞 维持 正常 生命 活动 的 重要 保障 。 膜 
电位 (MP) 是 细胞 膜 内 外 两 侧 离子 的 不 均衡 分 布 以 
及 这 些 离子 在 膜 两 侧 分 布 发 生 改 变 而 形成 的 。MP 
的 目 稳 失调 将 导致 细胞 膜 生 物 物 理 特性 改变 而 影响 
细胞 质 微 环境 。 细 胞 膜 完整 性 以 及 MP 是 反映 细胞 
生理 活性 的 重要 指标 。 细 胞 膜 电 位 改变 是 细胞 内 许 
多 生物 学 反应 的 早期 事件 , Ve AE ee RY TG SI 
细胞 膜 电 位 的 改变 。Cecchini 等 (2006 ) eA BIER 
料 DiBACA (3) 和 激光 共聚 焦 显 微 镜 测 细胞 膜 电位 
方法 , 观察 巴西 钳 蝎 毒素 对 C6 胶 质 瘤 细 胞 膜 电 位 


影响， 发 现 细胞 膜 呈 去 极 化 改变 。 脱 氧 鬼 白 毒 素 
BES SEY KE Periplaneta americana 背 侧 不 成 对 中 
间 神 经 元 膜 电 位 发 生 去 极 化 ( 孙 并 等 , 2010) 。 虽 然 
之 前 的 研究 在 一 定 程度 上 阐述 了 斑 弗 素 对 SO 细胞 
的 毒 理 现象 , 也 有 报道 斑 改 素 可 诱导 鼠 神经 细胞 膜 
电位 的 去 极 化 (Hong et al., 2000), {HELE AR XT S5 
翅 目 昆虫 细胞 膜 完 整 性 和 膜 电 位 的 影 啊 尚 未 见报 
道 。 为 了 阐明 斑 敢 素 快速 透 过 细胞 腊 臻 毒 的 相关 机 
理 , 本 实验 从 细胞 膜 电 位 和 细胞 膜 完整 性 两 方面 进 
行 了 研究 ， 旨 在 为 探索 斑 登 系 对 鳝 翅 目 昆虫 的 毒性 
作用 机 理 提供 新 证 据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 细胞 

Sf 细胞 由 中 国 科 学 院 动 物 研 究 所 提供 , JUNI 
培养 室内 传代 。 培 养 方法 同 周 上 蛤 突 等 (2012 ) 的 方 
3k, 加 入 Sf-900 I SFM 完全 培养 基 (89% Sf-900 I 
SEM 基础 培养 基 + 10% BE IE + 196 XX35) 3 mL/ 
IR, 以 1:3(vAv) 进行 细胞 传代 ， 置 于 细胞 培养 箱 
(27C ) 培 养 。 

1.2 主要 仪器 与 试剂 

1.2.1 仪器 : HEPA Class100 细胞 培养 箱 ， 美国 
Thermo Forma 公司 产品 ; SW-CJ-IFD 超 净 工 作 台 ， 
苏州 净化 设备 有 限 公 司 产品 ; CK40-SL 倒置 显 微 
Bi. 日 本 Olympus 公司 产品 ; GI36D 全 自动 高 压 炎 
Bits, 美国 Zealway 公司 产品 ; Model 680 酶 标 仪 ， 
美国 BIO-RAD 公司 产品 ; TCS SPS 激光 共聚 焦 显 微 
wi. fap] LEICA 公司 产品 。 

1.2.2 试剂 及 试 液 配制 : EKR (CTD ) (纯度 > 
98%), 美国 SIGMA 公司 产品 ; Sf-900 II SFM 培养 
基 、 胎 牛 血 清 、 双 抗 [ 链 霉 素 和 青霉素 (100 x)], 
美国 GIBCO 公司 产品 ; 丙酮 (分 析 纯 ) ,北京 蓝 飞 
公司 产品 ; 乙酸 艾 光 素 (FDA) (纯度 >98% ). TH 
HOARE (PI) (纯度 > 97% )、 特 异性 膜 电 位 灾 光 探 
F DiBAC4 (3) (纯度 >95% ), 美国 SIGMA 公司 
产品 。 

HA ZU Wo: 少量 丙酮 浴 解 ，Sf-900 II SFM 
基础 培养 液 配置 成 100 pe/mL 的 母液 (丙酮 最 终 含 
i <1% ), 过 滤 灭 菌 后 4% IE, Ma HIR Hj Sf-900 
I SFM 培养 基 稀 释 CTD 母液 配置 成 不 同 浓度 的 工 
VEY o 

染 液 配制 DiBAC4 (3) 母液 参考 Wolff 等 
(2003) 的 方法 配制 ,加 入 DMSO 溶解 成 10 mmol/L 
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-20C 储 存 , 临 用 前 加 Sf-900 II SFM SEARS RAL 
释 为 5 pmol/L, FDA 母液 参考 Kenneth 等 (1985) 
的 方法 配 成 5 mg/mL 丙酮 溶液 ，- 20°C 储存 。 临 用 
前 加 入 Sf-900 II SFM 基础 培养 液 稀释 成 40 pmol/L, 
PI 母液 配制 参考 Kenneth 等 (1985 ) 的 方法 , 用 Sf- 
900 II SFM 基础 培养 液 配 成 100 pg/mL PI 储备 液 ， 
置 于 4% 冰箱 中 保存 ， 临 用 前 加 入 Sf-900 II SFM & 
本 培养 基 稀 释 成 15 pmol/L, 

1.3 透射 电子 显微镜 技术 (ITEM) 和 激光 共聚 焦 显 
微 技 术 ( LSCM ) 检测 细胞 膜 的 完整 性 

1.3.1 透射 电子 显微镜 技术 (TEM ) 检测 细胞 膜 的 
结构 完整 性 : 取 对 数 生长 期 SS 细胞 4 Hh, 对 照 组 
MAS mL 基本 培养 基 , 其 余 3 瓶 分 别 加 入 5 mL 32 
pmol/L CTD ER, 分 别 于 处 理 0, 6 和 12 h 时 终止 
反应 ， 从 细胞 培养 瓶 内 吹 洗 收集 细胞 于 15 mL ZG BÍ 
离心 管内 , 1000 r/min 离心 , AE, mA 1.5 mL 
pH 7.2 BERTA PROS, 转移 到 1.5 mL 离心 管内 ， 
1 000 r/min 离心 , A E., Æ Bozzola (2007) 的 
方法 , 加 入 2.5% 的 成 二 醛 前 固定 液 , 固定 15 min 
后 , 用 牙签 挑 一 下 国定 液 中 的 细胞 看 是 否 成 团 状 ， 
再 放 室 温 固定 24 h, 放 和 人 4 冰箱 再 固定 1d , Zu 
酸 缓冲 液 漂洗 ， 用 钱 酸 固定 后 , 再 经 从 低 到 高 的 不 
同 浓度 的 乙醇 逐 级 脱水 ,最 后 用 无 水 乙醇 脱水 后 用 
无 水 丙酮 置换 ,用 包 埋 剂 包 埋 , EG, ER, 切片 ， 
用 重 栈 酸 铀 和 柠檬 酸 铅 双 染 色 , 电镜 观察 细胞 膜 结 
构 的 变化 。 

1.3.2 激光 共聚 焦 显 微 技 术 (LSCM ) 结合 FDA/PI 
双 染 检测 细胞 膜 的 完整 性 : 实验 前 1d 将 St 细胞 
传代 至 35 mm 培养 下 中 , 待 生长 至 80% 左右 , FR 
培养 液 。 对 照 组 加 入 不 含 CTD 的 基本 培养 基 ， 处 
理 组 分 别 加 入 含 32 pmol/L 和 64 pmol/L CTD 的 培 
FH, 分 别 于 0, 0.5, 1, 2, 3 和 6 h 后 终止 反应 。 
CTD 处 理 后 弃 去 培养 液 , MAE 40 pmol/L FDA 的 
Sf-900 [| SFM 基本 培养 基 中 , 室温 下 负载 min; 后 
加 入 1 mL 含有 14 pmol/L PI 的 基本 培养 基 中 , E 
温 下 负载 1 min (Kenneth et al., 1985) , 保留 染料 上 
机 测定 。 统 计 FDA 和 PI 进入 SO Bm M veo 
强度 变化 。 检 测 CTD 进入 S89 细胞 后 胞 内 奖 光 强度 
的 变化 。 实 验 重复 $ 次 。 

1.4 激光 共聚 焦 显 微 技 术 (LSCM ) 结合 DiBAC4 
(3) 检 测 Sf9 细胞 膜 电 位 (MP) 

1.4.1 HEZXM SO 细胞 MP 瞬时 动态 变化 的 影 
Mel: 待 测 细胞 的 培养 方法 同上 。 弃 去 培养 液 后 , 加 
入 5 mol/L 特异 性 奖 光 探 针 DiBAC4(3) 1 mL F 


35 mm 培养 下 ,于 室温 下 避 光 负载 20 min (Wolff et 
al., 2003; Cecchini et al., 2006) X JG Tg ET AY TH BY 
后 , 保留 染料 , BT BOCHRE DAEHN E 
上 ,对 其 进行 连续 动态 扫描 ( 激 发 波长 488 nm, 发 
射 波长 540 nm) ， 先 连续 扫描 1 min, 测定 基础 灾 光 
强度 。 竺 基线 平稳 后 , HACE MAA MADE AA 
液 使 其 终 浓度 达到 32 umol/L 和 64 pmol/L, X} H8 
组 加 入 等 体积 基本 培养 基 。 每 隔 20 s 扫描 1 次 , 检 
Mj 300 s 内 细胞 MP 205 JE (fluorescence intensity , 
FT) 动态 变化 。 实 验 设 3 次 重复 。 

1.4.2 ERKE O h 内 对 SO 细胞 膜 电位 ( MP) 的 
持续 影响 : 细胞 处 理 方法 同上 文 1.3.2 45, 对 照 组 
HARÉ CTD 的 基本 培养 基 ，CTD 处 理 浓度 为 32 
wmol/L 和 64 umol/L, 人 处理 时 间 分 别 为 0, 1,2,3 
和 6 h, CTD Mb FARM, IN BG TR ET 
DiBAC4 (3) 负载 20 min 后 , 将 样品 置 于 激光 共聚 焦 
显微镜 载 物 台 上 ; 倒置 相差 显微镜 下 观察 并 确定 所 
要 检测 的 细胞 区 域 , 然后 进入 灾 光 扫描 程序 。 激 发 
波长 为 488 nm 和 540 nm; 扫 描 方式 为 时 间 扫 描 , 扫 
描 密 度 ( 分 辨 率 ) 为 512 x 512, 扫描 速度 为 快速 扫 
描 ; 调 市 焦 平 面 使 灾 光 图 像 清 晰 ( ERE, 2003), 
检测 CTD 处 理 1 ,2 , 3 #06 h 后 细胞 MP FI 变化 。 实 
验 设 3 次 重复 。 

1.5 数据 统计 与 分 析 

Sf 细胞 MP 瞬时 动态 变化 的 检测 采用 Leica 
LAS AF Lite 软件 分 析 ， 随 机 选取 20 个 细胞 进行 动 
态 测 量 ; 对 激光 共聚 焦 显 微 检测 的 图 像 及 时 间 进 行 
实时 测量 , 分 析 CTD 处 理 SO 细胞 MP 瞬时 灾 光 强 
度 值 的 变化 。 

CTD 在 不 同时 间 段 对 SO 细胞 MP AI FDA IE 
强度 变化 的 检测 采用 Leica LAS AF Lite 软件 分 析 ， 
随机 选取 5 个 以 上 视野 的 细胞 , 且 每 个 视野 随机 至 
少 选 取 20 个 细胞 。 分 析 对 照 组 细胞 的 艾 光 值 和 斑 
2E SR AD FAAS A EA SO 细胞 的 MP IG (Eo PI 
进入 细胞 的 比例 (% ) 采 用 平方 根 反 正弦 转换 后 进 
行 统计 分 析 。 所 有 获得 数据 采用 Excel 处 理 后 , 使 
用 SPSS 17.0 分 析 软 件 进行 单 因素 ANNOVA 方差 
分 析 (Duncan 氏 新 复 极 差 法 进行 差异 显著 性 检验 )，; 
实验 结果 以 平均 值 + 标准 差 表示 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 FIBA SO 细胞 腊 完 整 性 的 变化 
2.1.1 TEM 检测 CTD 对 细胞 膜 结 构 完整 性 的 变 
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化 : 图 1 为 透射 电子 显微镜 观察 CTD 处 理 后 S@ H 
胞 超 微 结构 变化 。 由 图 1 可 知 : DEE RAEE Sf 细 
胞 0,6 和 12 bh 后 细胞 膜 结构 依然 完整 ( 见 图 1 箭头 


标示 ), 未 观察 到 细胞 膜 破损 和 产生 孔洞 等 现象 。 
TARDA 12 h 内 未 破坏 细胞 膜 结构 ，S89 细 
胞 膜 依然 具有 完整 性 。 





图 1 HEAR SO 细胞 膜 结构 完整 性 的 影响 


Effect of cantharidin on the integrity of cell membrane structure in Sf9 cells 


Fig. 1 





ORAR RRA ATEI 


A-C: 32 pmol/L JETER 2] AE O, 6 和 12 h (AtO, 6 and 12 h after treatment with 32 mol/L cantharidin, respectively). Ce: 细胞 Cell; Pl: 4H 


胞 膜 Plasma membrane; Nu: 细胞 核 Nucleolus. 标尺 Bars 21 jum. 


2.1.2 LSCM EMRE NA SO 细胞 膜 完 整 性 
Je: 二 乙酸 严 光 素 FDA Zé&— FA Hr FB far AY AB 
溶性 分 子 , 极 易 进入 活 细 胞 , HARARE, 进 
和信 细胞 后 被 细胞 内 的 非特 异性 酯 酶 水 解 ， 释 放出 能 
ERRADICAR, 艾 光 强度 与 细胞 活性 
呈正 相关 。PI 是 一 种 能 能 入 到 双 链 DNA Al RNA 碱 
基 对 中 发 出 红 光 的 荧光 探 针 。 它 不 能 透 过 完整 的 活 
细胞 膜 进 入 细胞 内 , 但 细胞 膜 有 损伤 和 细胞 坏死 时 
则 能 够 进入 细胞 并 散人 DNA 和 RNA A Hifi f ve 
光 。 这 两 种 染料 可 以 很 好 地 反映 细胞 膜 完整 性 和 细 
胞 活性 的 变化 。 
加 入 不 同 浓度 CTD 后 FDA 和 PI 标记 的 SO 细 
胞 内 交 光 强度 随时 间 的 变化 情况 见 图 2。 如 图 2 所 
am, CK 组 在 0.5, 1, 2,3 和 6 h 时 间 内 FDA 荣光 
强度 无 显著 性 差异 (P <0.05)。 加 入 32 pmol/L 
CTD 后 0.5 h FDA 荧光 强度 是 对 照 组 的 89. 66% , 
到 6h 后 FDA 痰 光 强 度 下 降 为 对 照 组 严 光 强度 的 
21.86% 。 各 时 间 段 处 理 FDA 荣光 强度 与 对 照 组 相 
比 均 有 极 显 车 差 蜡 (P <0.01), 加 入 64 pmol/L 
CTD 处 理 后 FDA RI HE EINEN SE, AL Dak WC 
T 32 pmol/L CTD 处 理 ( 图 3)。 结 果 表 明 斑 慢 素 处 
理 浓度 越 高 、 人 处 理 时 间 越 长 , 对 细胞 的 毒性 作用 愈 
强 、 细 胞 活性 降低 愈 明显 。 进 一 步 分 析 CTD 处 理 
后 PIA SO 的 细胞 数 ( 表 1) 发 现 , 虽然 各 处 理 均 
有 极 少数 细胞 有 PI 进入 染色 , 但 与 对 照 组 相 比 无 
显著 差异 ( 忆 =0.05) ， 表 明 实 验 中 各 处 理 包括 CK 


的 个 别 细胞 PI 染色 系 操作 损伤 后 所 致 。 绽 上 所 述 ， 
CTD 处 理 S89 细胞 在 测试 时 间 0 ~6 h 内 可 导致 细 
胞 活性 下 降 , 且 活 性 降低 呈 不 可 逆 趋 势 。 但 并 未 破 
坏 细 胞 膜 的 完整 性 。 

2.2 ” 斑 登 素 处 理 对 S89 细胞 膜 电 位 的 影响 

2.2.1 DEA MT SO 细胞 MP 瞬时 动态 变化 的 影 
lj: DiBAC4(3 ) 菊 光 探 针 是 一 种 细胞 膜 电 位 敏感 的 
杀 脂 性 阴离子 灾 光 染料 , 本 映 无 艾 光 ,， 当 进入 细胞 
SCR ANS ARABIA ASE. BOCES 
Tn, 即 膜 电位 增加 表示 细胞 去 极 化 ; RZ, 细胞 内 
殉 光 强度 降低 即 膜 电 位 降低 ,表示 细胞 超 极 化 。 斑 
TÉ XROW SO 细胞 MP 瞬时 动态 变化 见 图 4。64 
umol/L CTD 瞬时 加 入 后 , MP FI 由 168.94 +0. 50 
升 高 到 180.12 24.99, 与 对 照 组 相 比 有 显著 性 差异 
(P<0.05), 且 在 检测 220 s 内 仍 保持 差异 。32 
umol/L CTD 瞬时 加 入 后 MP FI 亦 略 有 升 高 , HE 
处 理 140 s 后 到 检测 结束 过 程 中 MP FI 与 对 照相 比 
有 显著 性 差异 (P<0.05)。 表 明 在 CTD 人 处理 SO 瞬 
时 细胞 膜 电位 出 现 去 极 化 现象 , 且 较 高 浓度 (64 
pmol/L) CTD 处 理 瞬 时 MP 发 生 显著 性 去 极 化 ,32 
pmol/L CTD 处 理 140 s MP 产生 显著 性 去 极 化 。 
2.2.2 HER SO 细胞 膜 电 位 (MP) 的 持续 影 
啊 : CTD 处 理 不 同时 间 段 内 细胞 膜 电 位 灾 光 强度 变 
化 如 图 5 所 示 , 对 照 组 在 不 同时 间 内 膜 电 位 效 光 强 
度 无 显著 性 变化 , 32 pmol/L CTD 处 理 1 ~3 h 后 细 
胞 膜 电 位 荧光 强度 明显 增强 ,6 h 荧光 强度 稍 减弱 ; 
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pumol/L CTD 4248 1 h #12 h JA S89 细胞 MP FI 与 对 
照 组 相 比 分 别 增加 了 18.27% 和 24. 20% ,相对 于 
对 照 组 均 有 显著 性 差异 (P<0.05), MP FI3 h Ja [nl 
Ys, 分 别 为 对 照 组 艾 光 强度 110. 6396 和 106. 82% , 
但 与 对 照 组 均 无 显著 性 差异 (已 =0. 05 ) 。 结 果 表 
BA, CTD 处 理 后 短 时 间 内 , 细胞 腊 电 位 上 升 出 现 较 
强烈 去 极 化 现象 , 持续 一 段 时 间 后 ， 随 即 膜 电 位 开 
台 下 降 , 逐渐 复 极 化 ， 此 时 细胞 内 获 光 开始 呈现 不 
规则 明暗 变化 , 表明 细胞 活性 已 经 开始 受到 抑制 。 
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图 6 SEER XT SO 细胞 MP 持续 作用 的 影响 
Fig. 6 Effect of CTD on cell membrane potential of Sf9 cells 


3 讨论 


本 课题 组 前 期 实验 研究 证 明 低 剂量 (32 kmol/ 
L) EKAL SO 细胞 12 h 即 可 产生 较 强 的 毒性 
作用 ( 周 蛤 颖 等 , 2012), 并且 导致 细胞 凋 亡 ( 陈 利 
平等 , 2008; TRIKE SF, 2011), 本 实验 表明 , 在 同 
样 低 剂量 处 理 0.5 h 后 , SO 细胞 活性 即 显著 下 降 ， 
上 且 处 理 时 间 增 加 , 活性 愈 显著 下 降 , 提示 CTD 对 供 
试 细 胞 的 致 毒 作 用 比较 迅速 , 且 随 时 间 增 加 致 毒 作 
用 愈 明 显 。 该 剂量 处 理 12 h pg, 电镜 结果 显示 细胞 
膜 结构 完整 ， 且 处 理 6 h 内 大 分 子 PI 鲜 有 进入 细 
胞 , 表明 斑 登 素 处 理 一 段 时 间 未 破坏 细胞 膜 的 完 
整 性 。 

细胞 膜 电 位 是 由 于 某 些 离子 如 K'、Na' 等 在 
细胞 膜 两 侧 的 不 均衡 分 布 , 以 及 这 些 离子 在 膜 两 侧 
分 布 发 生 了 改变 而 形成 的 ， 即 细胞 膜 电 位 与 膜 通 透 
性 (尤其 离子 通 透 性 ) 直接 相关 。 本 实验 研究 证 明 
BE EZR TE REUS ERE Pa] PAY SO 细胞 膜 电 位 即 发 生 显 著 
性 去 极 化 , 且 在 一 段 时 间 内 保持 显著 性 去 极 化 。 提 
示 这 种 致 毒 是 CTD 暴露 短 时 间 内 即 开 始 的 。 说 明 
CTD 对 供 试 细胞 的 毒性 与 细胞 膜 透 性 改变 直接 
相关 。 


EFRAST, 细胞 膜 上 的 离子 转运 系统 (包括 
离子 通道 、 载体 蛋白 和 离子 泵 ) 使 细胞 膜 内 外 保持 
者 一 定 的 不 均衡 离子 分 布 , 形成 内 负 外 正 的 膜 电 
位 , 这 种 电位 梯度 对 多 种 离子 的 跨 膜 流动 是 必需 
的 。 其 中 离子 通道 是 能 选择 性 地 允许 离子 进出 细胞 
的 细胞 膜 和 孔道 。 膜 电位 既 取 决 于 离子 通道 的 状态 ， 
又 取决 于 胞 质 与 胞 外 介质 中 离子 的 浓度 。 当 细胞 受 
外 界 刺激 时 且 当 外 界 刺 激 强 度 达到 一 定 闽 值 时 , 细 
胞 膜 对 离子 的 通 透 性 会 发 生 突然 变化 , 最 后 使 膜 电 
位 发 生 改 变 。 与 大 范围 的 离子 浓度 相 比 , 质 膜 的 电 
位 变化 发 生得 迅速 , 在 短 时 间 内 一 一 儿 秒 或 几 分 钟 
后 , 控制 膜 电位 方面 最 重要 的 是 离子 通道 (Bruce et 
al., 2009) 。 有 报道 许多 生物 毒素 诱导 细胞 膜 电 位 
变化 和 离子 通道 状态 的 变化 有 关 ( Cecchini et al., 
2006; 李 静 等 ,2008 ; 孙 芹 等 , 2010) 。 本 实验 结 
显示 32 pmol/L CTD 处 理 140 s 时 引起 细胞 膜 电 位 
变化 , 64 pmol/L CTD 处 理 瞬 时 即 引 起 细胞 膜 电位 
显著 去 极 化 , 表明 斑 敢 素 对 细胞 膜 电 位 变化 的 影响 
与 离子 通道 有 关 。 但 具体 何 种 离子 通道 参与 还 需 进 
一 步 研 究 。 

激光 共 肾 焦 显 微 锐 和 特异 性 灾 光 探 针 DiBAC4 
(3) 技 术 能 够 很 好 地 反映 药物 对 细胞 膜 电 位 的 影响 
( Loew et al., 1993; Yamda et al., 2001; Wolff ez al., 
2003) , 但 是 不 能 反映 膜 电 位 的 变化 是 何 种 离子 透 
性 变化 所 引起 的 。 虽 然 有 报道 斑 履 素 进 入 小 鼠 细 胞 
后 抑制 胞 内 Ca * 释放 (Hong et al., 2000), 改变 了 
细胞 膜 内 外 离子 浓度 的 平衡 状态 , 因而 导致 了 膜 电 
位 的 改变 。 但 斑 履 素 对 细胞 膜 电 位 变化 的 影响 是 否 
与 Ca “有 关 以 及 是 否 还 有 其 他 离子 参与 等 还 有 待 
进一步 研究 。 
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